

































　CGS は l ﾝホモセリン誘導体と l ﾝシステインから l ﾝシ
スタチオニンの合成を触媒するビタミンB6酵素であ
る4)．l ﾝシステインの代わりに硫化水素やメタンチオー
ルも基質としてそれぞれ l ﾝホモシステインや l ﾝメチオ
ニンを生成する．以上のようなγﾝ脱離反応の他にも l ﾝ
ホモセリン誘導体のγﾝ脱離反応やγﾝ脱離反応も触媒す
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The gene encoding a cystathionine γ-synthase from Sulfolobus tokodaii was cloned and expressed in 
Escherihia coli Rosetta-gami (DE3). Cystathionine γ-synthase ［EC 2. 5. 1. 48］ from Sulfolobus tokodaii 
(stCGS) was purified by heat treatment, DEAE- Toyopearl 650M and Sephacryl S-300 column chro-
matographies from E. coli transformants. stCGS shows optimum activity at pH 7.0, and is stable 
between pH5.0 and pH9.0. The optimum temperature of stCGS is above 100°C, and the enzyme showed 
the remaining activity of almost 100% up to 70°C. The Km and Vmax with O-phospho-l- homoserine as a 
substrate are 0.82 mM and 2.42 U/mg. To analyze the role of Phe 97 in the active site of stCGS, we 
constructed F97Y, R99C, and F97Y-R99C mutant enzymes. Although native stCGS has no activity 
toward l-methionine, F97Y mutant enzyme gained the elimination activity toward l-methionine.
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や l ﾝメチオニン γﾝリアーゼ（MGL）6)の構造解析が完
了したことによって，γﾝファミリー酵素群の構造が一通
りそろい，様々な知見が得られている．CGS では 
Nicotiana tabacum，Escherichia coli 由来 CGS がすでに
立体構造解析が完了している7,8)．その構造はサブユニッ
ト当たり約400～500アミノ酸からなるホモテトラマー構









には Escherichia coli Rosettaﾝgami（DE3）株［Δaraﾝ
leu7697，ΔlacX74，ΔphoAPvuⅡ，phoR，araD139，ahpC，
galE，galK，rpsL，Fｾ [lac＋ (lacIq) pro]，gor522 : : 













　E. coli Rosettaﾝgami (DE3)/pETﾝstCGS を3.2Ｌの 
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   1 – GTGCATGGGTTGAGAGAAGGGACTAAAGTTACAACGGAAGGATATGATGAAGAGACTGGTGCTATAACTACTCCAATATATCAGACTACT –  90
M  H  G  L  R  E  G  T  K  V  T  T  E  G  Y  D  E  E  T  G  A  I  T  T  P  I  Y  Q  T  T
  91 – TCTTATATTTATCCTATAGGTGAGAAATATCGGTATAGCCGAGAAGTTAACCCTACTGTACTTAAACTTGCCGAAAAGATATCTGAACTT – 180
S  Y  I  Y  P  I  G  E  K  Y  R  Y  S  R  E  V  N  P  T  V  L  K  L  A  E  K  I  S  E  L
 181 – GAAGAGGCAGAGATGGGAGTAGCTTTTTCATCTGGAATGGGGGCTATTTCGTCTACTTTGCTTACATTAGCTAAGCCTGGGAGCAAAATA – 270
E  E  A  E  M  G  V  A  F  S  S  G  M  G  A  I  S  S  T  L  L  T  L  A  K  P  G  S  K  I
 271 – CTAATACATAGAGATATGTTTGGAAGGACTTACAGATTCTTTACGGACTTCATGCGTAATCTAGGAGTAGAAGTAGATGTTGCAAATCCA – 360
L  I  H  R  D  M  F  G  R  T  Y  R  F  F  T  D  F  M  R  N  L  G  V  E  V  D  V  A  N  P
 361 – GGAGAAATTTTAGAAATGGTAAAAGTCAAAAAATACGATATTGTTTATGTTGAAACTATATCAAATCCATTATTAAGAGTTATAGATATT – 450
G  E  I  L  E  M  V  K  V  K  K  Y  D  I  V  Y  V  E  T  I  S  N  P  L  L  R  V  I  D  I
 451 – CCAGCTCTTTCAAAAATATGTAAAGAGAATGGAAGCTTACTAATTACTGACGCTACTTTTTCAACACCAATCAACCAGAAACCGTTAGTT – 540
P  A  L  S  K  I  C  K  E  N  G  S  L  L  I  T  D  A  T  F  S  T  P  I  N  Q  K  P  L  V
 541 – CAAGGTGCAGATATAGTTTTACATAGTGCTTCAAAATTTATAGCAGGACATAATGATGTTATTGCTGGTTTAGGTGCTGGGTCTAAAGAA – 630
Q  G  A  D  I  V  L  H  S  A  S  K  F  I  A  G  H  N  D  V  I  A  G  L  G  A  G  S  K  E
 631 – TTAATGACTAAAGTAGATTTAATGAGAAGAACTTTGGGCACATCTTTAGATCCTCATGCAGCATATCTTGTGATAAGAGGAATAAAAACT – 720
L  M  T  K  V  D  L  M  R  R  T  L  G  T  S  L  D  P  H  A  A  Y  L  V  I  R  G  I  K  T
 721 – CTTAAAATTAGAATGGATGTGATTAATTCAAATGCACAGAAAATAGCCGAATATTTACAAGAACATAATAAAATCAAATCAGTATATTAT – 810
L  K  I  R  M  D  V  I  N  S  N  A  Q  K  I  A  E  Y  L  Q  E  H  N  K  I  K  S  V  Y  Y
 881 – CCTGGACTAAAGTCACATCCAGATTACGAAACTGCTAGACGAATACTAAAAGGATATGGTGGTGTAGTTACATTTGAAATTAAAGGTAGT – 900
P  G  L  K  S  H  P  D  Y  E  T  A  R  R  I  L  K  G  Y  G  G  V  V  T  F  E  I  K  G  S
 901 – ATGAATGATGCACTTAATTTAATAACGAGATTCAAAGTTATTTTGCCTGCACAGACTTTAGGTGGAGTGAATTCTACAATTTCACATCCT – 990
M  N  D  A  L  N  L  I  T  R  F  K  V  I  L  P  A  Q  T  L  G  G  V  N  S  T  I  S  H  P
 991 – GCAACAATGACTCATAGAACTTTAACTCCCGAAGAAAGGAAAATCATTGGTATTTCGGATTCCATGTTAAGACTCTCTGTTGGAATAGAG –1080
A  T  M  T  H  R  T  L  T  P  E  E  R  K  I  I  G  I  S  D  S  M  L  R  L  S  V  G  I  E
1081 – GATGTTAACGATTTAATAGAAGATTTAGATAAAGCACTAACTTCACTTAATTAA - 1134
D  V  N  D  L  I  E  D  L  D  K  A  L  T  S  L  N  ＊
Fig. 1 DNA sequence and deduced amino acid sequence of 




ス塩酸（pH9.0），１ﾋ EDTA，0.1g/L DTT，10ﾓ 
PLP）により適切に希釈させた酵素溶液をあらかじめ70
℃，５分間でプレインキュベートしておいた１ﾊの基質













　酵素中の補酵素 PLP を取り除くために PLPフリー緩
















液50ﾗに対し PCR 緩衝液を25ﾗ,dNTP ５ﾗ,プライマ
ー S,ASを各約125ﾍ,鋳型 DNA と KOD FX DNA ポ
リメラーゼ１ﾗを添加し PCR を行った．反応終了後に



































1 　 2 　 3 　 M 　 4 　 5
Fig. 2 SDS-PAGE of the cystathionine γ-synthase from S. 
tokodaii.
Lane M, molecular mass marker：phosphorylase b (97.0 
kDa), albumin (66.0 kDa), ovalbumin (43.0 kDa), 
carbonic anhydrase (30 kDa）, trypsin inhibitor 
(20.1 kDa）, α-lactalbumin (14.4 KDa); Lane 1, cell free 
extract; Lane 2, heat treatment (70℃，30min); Lane 3, 
ammonium sulfate fractionation; Lane 4, DEAE-
Toyopearl column chromatography; Lane 5, Sephacryl 
S-300  column chromatography.
ても使用する緩衝液の影響を大きく受けるという報告も







ぞれ10－7，10－6，10－5 Mとなるよう PLP を添加し酵素活
性を測定した．アポ酵素は活性が完全に消失していた。
ホロ化実験では，10－6 M PLP 添加時で10.2ｵ,10－5 M 






MGL の活性中心において高度に保存されている Tyr 残
基が本酵素では存在せず，代わりに Phe 残基であること
が分かった．この Tyr 残基は CGS や MGL の脱離反応
に重要な機能を持つとされている6)．そこで変異酵素 
F97Y を作成し，基質特異性の比較検討を行った（Table














わっていることが示唆された．また，CGS と MGL は構
造と触媒する反応が非常によく似ている．活性部位に関
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Fig. 3 Effect of temperature on activity and stability of cysta-
thionine γ-synthase from S. tokodaii
（A） Optimum temperature of cystathionine γ-synthase 
from S. tokodaii. 
（B） Thermal stability of cystathionine γ-synthase from 
S. tokodaii.
 The enzyme activity was measured after incuba-
tion of the enzyme at various temperatures for 60 min.
(A)
(B)
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Fig. 4 Effect of pH on activity and stability of cystathionine 
γ-synthase from S. tokodaii
(A) Optimum pH of cystathionine γ-synthase from S. 
tokodaii
Enzyme activity was measured in the following buffer. 
, Britton-Robinson buffer; , potassium 
phospate buffer; , Tris-HCl buffer.
(B) pH stability of cystathionine γ-synthase from S. 
tokodaii
して，本酵素のF97Yの変異に加えて，99番目の Arg を 
Cys に，活性部位の構造を MGL 型に変換した変異酵素
を作成した。その結果 F97Y－R99C 変異酵素で l ﾝメチ
オニンに対して更なる活性上昇が見られた点が興味深
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Table 1 Substrate specificity of cystathionineγ-synthase and F97Y mutant enzyme from S. tokodaii
Wild Type Enzyme F97Y mutant enzyme








O-phospho-l -homoserine 2305 100 186 100
O-succinyl-l -homoserine 807 35 280 150.6
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l -ethionine 0 0 12 6.2 γﾝelimination
l -methionine sulfone 125 5.4 130 70.1
l -methionine sulfoxide 4 0.2 11 5.7
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O-phospho-l -serine 282 12.3 152 81.9
O-acetyl-serine 0 0 0 0
l -serine 0 0 12 6.2
l -cysteine 208 9 133 71.8 βﾝelimination
S-methyl-l -cysteine 37 1.6 20 10.7
S-ethyl-l -cysteine 66 2.9 30 16.4
β-chloro-l -alanine 2009 87.1 1238 666.7
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